













Abstract:  Nonomuraea  gerenzanensis  ATCC  39727  produces  the  glycopeptide  antibiotic  A40926, 
which is the natural precursor of the semi‐synthetic, last‐resort drug dalbavancin. To reduce the cost 
of dalbavancin production,  it  is mandatory  to  improve  the productivity of  the producing strain. 





(PAP)  experiments.  The  less  resistant  population  (P,  petit)  was  represented  by  slow‐growing 
colonies to which a  lower A40926 productivity was associated. At bioreactor scale, the G variant 
produced  twice  more  than  the  wild‐type  (ca.  400  mg/L  A40926  versus  less  than  200  mg/L, 
respectively),  paving  the  way  for  a  rational  strain  improvement  based  on  the  selection  of 
increasingly self‐resistant colonies. 











interval,  and  unique  dose  regimen  (once  a week). Although many  efforts  have  been 
devoted in the last two decades to the improvement of its production process [4], its cost 
still  largely  exceeds  that  of  first‐generation  GPAs,  i.e.,  vancomycin  and  teicoplanin. 
Therefore,  following  the  sequencing  of  the  A40926  biosynthetic  gene  cluster  (BGC), 
named dbv, in 2003 [5], multiple aspects of A40926 biosynthesis and its regulation were 
investigated with the aim to improve its production [6–8]. It was recently clarified that N. 
gerenzanensis produces  the GPA  in  the  form of O‐acetyl‐A40926  (with an O‐acetylated 
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a  regulatory circuit  that  it  is  still not completely understood  [10,13].  In  this paper, we 
focused our attention on N. gerenzanensis wild‐type population, which interestingly shows 
a heterogeneous self‐resistance profile to the antibiotic A40926. Exposing N. gerenzanensis 






bank  (MCB). A working  cell  bank  (WCB) was  prepared  from  a  first‐generation  slant 
originating  from  the MCB  as previously described  [14,15]. Cryo‐vials  of  1.5 mL were 
stored at –80 °C for up to six months without influence on the A40926 production during 
fermentation. Mycelium  for plating  and  for  the  isolation  of  colonies was prepared  as 
follows. Cryo‐vials of the WCB were thawed at room temperature, and 2 mL were used 
to  inoculate 100 mL of SM medium  [16]. Strains were grown  to  the exponential phase 








medium,  and  incubated  for  3  hours  with  shaking  to  revitalize  the  mycelium.  The 
mycelium was either stored in 1 mL aliquots at –80 °C or immediately processed. 
























buffer  (100  mM  H3BO3,  100  mM  NaOH,  pH  12;  both  reagents  from Merck  KGaA, 
Darmstadt,  Germany).  Samples  were  then  centrifuged  (16,000  ×  g  for  15  min)  and 
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Mycelium  Volume  (PMV  %)  and  pH  determination.  Biomass  production  was  also 
estimated  as  dry  weight  after  24  hours  incubation  in  an  80  °C  oven  and  glucose 
consumption by using Diastix sticks (Bayer, Leverkusen, Germany). 
2.3. Minimal Inhibitory Concentrations (MICs) and Population Analysis Profile (PAP) 
MICs  and  PAP  were  determined  as  follows.  Hyphae  were  sonicated  as  above 
described in order to disperse as much as possible the mycelial bacterial population and 
then seeded on Medium V0.1 agar (concentrations in g/L: soluble starch (Merck KGaA, 














was  followed  spectrophotometrically  by  a  D‐amino  acid  oxidase/peroxidase  coupled 









coexistence  of  cells  in  different  physiological  states  (e.g.,  vegetative mycelium,  aerial 
mycelium, and spores). A sonication/filtration procedure was thus needed to prepare a 
more  homogeneous  population  represented  by  viable  unbranched  hyphae with  sizes 
ranging from 1 to 5 μm. Sonicated hyphae of N. gerenzanensis were then plated in Medium 
V0.1  in  the  presence  of  increasing  concentrations  of A40926.  The  strain morphology 
appeared uniform in Medium V0.1 agar plates without antibiotic addition (non‐selective 
condition, Figure 1a) and in the presence of very low concentrations of A40926 (0.5, 1, and 











large  colonies  (G,  from  grand),  the  diameter  size was  4‐5‐fold  that  of  the  small  ones 
(named petit, P). Their morphology, both of G or P colonies, was different than in non‐
selective  condition,  being  more  pinkish,  round  shaped,  and  rather  flat  but  with  a 
protruding center. 
Once  isolated,  these  colonies  were  sub‐cultivated  in  Medium  V0.1  agar  in  the 
presence of 2 μg/mL of A40926. G phenotype appeared to be stable when sub‐cultured in 
selective  condition,  whereas  the  P  population,  when  sub‐cultivated,  continued  to 




























of D‐Ala  released by  the hydrolysis of N‐acetyl‐L‐Lys‐D‐Ala‐D‐Ala  tripeptide  indicated 
that VanYn activity was two‐fold higher in G cells than in the wild‐type (respectively, 32 





type  at  flask  level,  and  A40926  production  was  estimated  by HPLC  as  reported  in 
Materials and Methods. Results reported  in Figure 3  indicate that  the more resistant G 
colonies produce significantly more antibiotic than the wild‐type (ca. 300 vs 180 mg/L), 










are  the mean  values  from  the  cultivation  and  extraction  of  ten  independent  colonies  per  each 
condition. Bars indicate ± 1 standard deviation. 
Upscaling  the  fermentation  process  at  2  L working‐volume  bioreactor  scale,  the 
growth  curve  and  the  production  time  course  of  the  best  producer  G  variant were 
compared with the wild‐type profile (Figure 4a, 4b). In the G population, the dry biomass 
production was higher than in the wild‐type, reaching the maximum value of 300 g/L after 
120 hours  from  inoculum  versus  the  200  g/L produced  by  the wild‐type  in  the  same 
cultivation  time. Coherently,  glucose  consumption was  faster  in G  population,  being 
completely exhausted within the first 96 hours of fermentation, whereas 144 hours were 






















decades  later  [22]. At  the  same  time,  the  complete  annotation  of  its  genome  became 
available  [23]. The  final  genome  is  ca.  12 Mb  in  size,  organized  in  one main  circular 
chromosome  and  three  extra‐chromosomal  elements,  and  its  main  feature  is  the 
paralogous  gene  expansion, with many  genes  duplicated  or  expanded  [23]. Another 
peculiar trait that was reported on N. gerenzanensis genome is that a large percentage of 
the  genome  (13.5%)  is  devoted  to  regulation,  particularly  transcription  regulation. 
Additionally, a  large number of genes appear  involved  in microbial adaptation under 
stressful  conditions  [23,24].  In  this  light,  it  is not  surprising  that we  could distinguish 
different  morphological  phenotypes  within  the  wild‐type  population  when  it  was 
subjected  to  stress  conditions. The  large genome of  this  filamentous actinomycete has 






are  frequently  associated with  the  deletions,  and  RecA  seems  to  be  involved  in  the 





of  Nonomuraea  spp.  genomes  are  available  [20]),  although  this  aspect  has  not  been 
investigated yet. Further  studies are  thus needed  to unveil  the molecular mechanisms 
underlaying the genetic instability we observed in N. gerenzanensis wild‐type population 
and in its P variant. 
What  is promising  from the practical point of  the strain improvement of N. geren‐
zanensis is that, under the pressure of the sub‐inhibitory concentrations of the glycopep‐























an  improved productivity  in antibiotic‐producing actinomycetes  [26]. Amplification of 





















ulation  is  recommended  to  avoid misinterpretation  of  the  results.  In  the  case  of  N. 
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